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Revisando a bibliografia, verifica-se que muitos pesquisadores
observaram a importancia do Ca ++ em diferentes mecanismos fi-
siolégicos (STRUGGER, 1931; WEBER, 1931, 1934; HEILBRUNN.
1956; e outros), Em relacdo a fisiologia celular, a conclusdo geral €
que fons bivalentes como o Cat+, influem de modo a aumentar a
resisténcia mecanica da membrana citoplasmatica e diminuem a sua
permeabilidade,

Normalmente, as células de Nitella possuem Cat++ na sua mem-
brana, devido ao Ca (HCO3)2 existente na dgua em que vivem. As-
sim, admitimos que o tratamento unilateral da célula de Nitella com
uma substdncia que retirasse o Ca++ da membrana, aumentaria a
permeabilidade da mesma e poderia causar a saida de &agua pela
area afetada. Esta foi a hipdétese de trabalho,

MATERIAL E METODO

A planta escolhida para as experiéncias foi Nitella cernua Braun,
uma alga verde da familia Characeae.

As células entrenodais 1isoladas possuiam em média 12cm de
comprimento, Imm de didmetro e 110mg de péso.

O &cido etileno diamino tetracético ou EDTA (CI10HI6N208) ¢
um 4cido orgénico complexador de cations plurivalentes, notadamen-
te do Ca++. Essa substincia foi usada para se retirar o Ca+ + das
miembranas da célula,
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Usamos solugdo 0,0005M de EDTA, pH = 45 a 50.

O método desenvolvido no presente trabalho, sé recentemente
tem sido aplicado em estudos de permeabilidade (ARENS, 1951; DA-
INTY & HOPE, 1959; DAINTY & GINZBURG, 1963; FENSON & DA-
INTY, 1963; e outros). Sabemos pela literatura que a maioria dos
estudos de permeabilidade foram feitos em tecidos e nos poucos tra-
balhos onde células isoladas foram usadas, a célula téda sofreu tra-
tamento, Aqui foi feito o estudo da permeabilidade em 4areas dife-
rentes de uma mesma célula: comparamos um lado da célula de
Nitella tratada com EDTA, com o outro lado, nio tratado, esperan-
do que porventura houvesse saida ou entrada de dgua nas duas partes

Existem poucos estudos désse tipo relativamente a permeabi-
lidade e sdbre a acdo especifica dos agentes usados ndo existe ne-
nhum.

A extremidade da célula de Nitella era tratada com solugéo 0,0005
M de EDTA (pH = 4,5 a 5,0) durante 5 a 10 minutos.

A célula a ser tratada era colocada verticalmente num tubo de en-
saio contendo 4ml de EDTA. Os dois tltimos centimetros celulares fi-
cavam na solucdo. O resto da célula ficava exposto ao ar saturado de
4gua, pois o conjunto permanecia numa cAmara umida para evitar
a perda de 4dgua da célula, Para delimitar a porcdo tratada da nédo
tratada, foi enrolado ao redor da célula um fio passado por lanoli-
na; éste separava as duas porgdes e impedia a subida da solugdo pe-
la superficie da célula. Passados os minutos de tratamento, a célula
era 1etirada e a porcdo tratada era enxugada cuidadosamente com
papel de filtro. Em seguida passava para um conjunto de medigdo:
era formado por um tubo de vidro com saida lateral; éste tubo fi-
cava com Agua de torneira, préso num suporte na posicdo vertical.
Comunicando com a saida lateral havia um tubo fino (3mm de dia-
metro) préso em posicdo horizontal e ficava vasio. A célula era co-
locada ai, de modo que a porgdo nédo tratada ficava no tubo com a-
gua e a porcio tratada era enfiada no tubo vazio. A porcdo da célula
que ficava entre os dois tubos era bem protegida com lanolina,
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O primeiro cuidado foi o de verificar o comportamento da cé.
{ula conlrdle,

Em oito experiéncias o resultado obtido foi sempre o mesmo: a
célula contrdle nunca perdia agua.

Em seguida realizaram-se experiéncias, tratando a extremidade
celular com EDTA: 16 experiéncias com 10 minutos de tratamento
e 4 experiéncias com 5 minutos de tratamento; o resultado foi, in-
variavelmente, o seguinte: a célula perdia dgua unilateralmente pe-
la extremidade tratada e o liquido se deslocava no tubo de vidro.

N Minutos de
O C tratamento com Resultado Perdafm
Experiencias EDTA ml (x)
|
4 0 — | —
|
14 10 + | 0,104ml
|
4 5 + | 0,019ml
| I
Tabela I — Efeito do tratamento unilateral da célula de Nitella

cernua Braun com EDTA  durante tempo varidvel,

— néo saiu liquido.
+ saiu liquido.

Demonstra que a célula ndo tratada com EDTA, nio perde liqui-
do, enquanto que a tratada, sem excegdo, o elimina. Nos primeiros
experimentos ndo medimos o volume de liquido excretado da célula,
s6 ¢ fazendo nos dultimos experimentos. Consideramos ésses resul-
tados uma prova cabal de nossa hipdtese acima formulada,

Admitindo que a saida de liquido era devido a um efeito rever-
sivel, podia-se admitir a volta da permeabilidade ao estado normal,
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pela substituicio dos fons de Ca+ +, Para provar a nossa hipdtese,
as extremidades celulares tratadas com EDTA sofreram poés-trata-
mento com solugdes de CaCl2. Nessas experiéncias as extremidades
da célula eram tratadas durante 10 minutos com EDTA; e em se-
guida, a mesma extremidade sofria tratamento com solugdo de
CaCl2, 0,0005 M durante 30 ou 60 minutos. Com 30 minutos de per-
manéncia na solugdo de Ca++, ainda saia liquido da célula, Com 60
minutos de tratamento, nio notamos eliminagio de liquido.

Os resultados demonstram que o efeito da quelagdo do Ca-+-
pelo EDTA é reversivel quando éste ion f6r de novo administrado a
célula. Também YOSHIDA KENICHI & FUJISAWA (1962) conse-
guiram reverter o efeito do EDTA em cortes de cérebro, através do
Ca++. A extremidade celular volta a4 sua permeabilidade normal e
em consequéncia nio perde mais liquido, embora as células conti-
nuem turgidas.

N.o de experiéncias Minulr[l:%“r‘le Eﬁ‘}ﬂmemn “It'ﬁm;us[szg%ﬁflacnﬂrann Resultado I P[ﬁ{dﬂ[—:]m
4 10 30 II + ’ 0,017
4 10 60 F - If —
4 5 50 I = 5 i
I J

Tabela II — Efeito do tratamento unilateral da célula de Nitella
com EDTA e pés-tratamento com solucdo de CaCl2, durante tempo
varigvel,

— nédo saiu liquido,
+ saiu liquido.

Segundo a teoria de DANIELLI a membrana citoplasmatica ou
plasmalema é formada por duas camadas monomoleculares de lipi-
deos. Esses filmes de dcidos graxos, quando de carga negativa, po-
dem ser alterados antagbénicamente por céations mono e bivalentes
cotiio K + e Ca* +. Bistes cdtions podem ligar-se a fosfolipideos ou
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dcidos graxos da membrana formando sais: os sais de K+ sdo solu-
veis em dgua e se encontram dissociados, aumentando a permeabili-
dade da membrana. Os sais de Ca++ sdo insoliveis em agua e tor-
pam a membrana mais hidréfoba mecanicamente mais resisiente,
diminuindo a permeabilidade. ]

Tratando as células com EDTA retira-se o Ca++ das suas li-
gacOes na membrana citoplasmatica. Segundo ag leis das massas, a re-
tirada do Ca++ da membrana implica na substituicio por outros
catliontes existentes em maiores concentragdes na célula, provavel-
mente pelo K+. Assim hd um aumento da permeabilidade para a 4a-
gua e fons, o que explica a saida de dgua da célula,
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